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Resumo 
 
 
Fatores ambientais podem afetar diversos fatores genéticos através de modificações 
epigenéticas, modificações estas que também ocorrem em células germinativas e são 
transmitidas a prole. A grande maioria dos estudos tem demandado foco para esclarecer os 
efeitos da ingesta alimentar sobre a próxima geração. No primeiro artigo, nós demonstramos 
que o treinamento paternal pode contribuir positivamente com a homeostase glicêmica da 
prole alimentada com dieta padrão, induzindo aumento da tolerância à glicose devido melhora 
da sensibilidade à insulina. Estes efeitos foram associados com maior expressão do gene 
PI3Kca e IGF-2, ambos relacionados com o aumento da sinalização da via da insulina no 
musculo esquelético, enquanto que o imprinted gene H-19 teve sua expressão reprimida pelo 
treinamento paternal. A alteração da expressão genica foi associada a modificações do 
epigenôma, com alterações na metilação do DNA, relacionada aos respectivos genes. 
Interessantemente, nós observamos que a metilação do DNA no tecido espermático dos 
progenitores apresentou  alta semelhança com as alterações epigenéticas observadas no 
musculo esquelético da prole. No segundo artigo, nós avaliamos o efeito do treinamento 
paternal em prole constituída por camundongos machos alimentados com dieta rica em 
gordura. Neste caso, o treinamento paternal induziu uma potencialização dos efeitos deletérios 
da dieta gordurosa sobre a sensibilidade à insulina, o que acarretou uma dramática 
intolerância à glicose, associada com uma incapacidade de compensação à resistência 
insulínica. Os prejuízos na função das ilhotas pancreáticas observadas foram associadas à 
menor expressão do fator de transcrição máster das células beta pancreáticas HNF4-a, 
provavelmente devido ao aumento da metilação do DNA na região promotora do referido 
gene. Nossos achados indicam que o treinamento paternal altera a susceptibilidade para o 
desenvolvimento de doenças relacionas com distúrbios do controle glicêmico de maneira 
positiva ou negativa, dependendo do ambiente em que a prole for exposta.  E nos permite 
sugerir que a orientação de possíveis modificações do estilo de vida do indivíduo deve 
considerar o histórico de vida pregressa dos progenitores. 
 
  
Abstract 
 
Environmental factors can affect various genetic factors through epigenetic 
modifications, these changes also occur in germ cells and transmitted to offspring. The vast 
majority of previous studies have been focus on the effects of food intake on the next 
generation. In the first article, we demonstrated that parental training might positively 
contribute to glucose homeostasis with the standard diet fed offspring, leading to increased 
glucose tolerance due to improved insulin sensitivity. These effects were associated with 
increased expression of the gene PI3Kca and IGF-2, both related to increasing insulin 
signaling pathway in skeletal muscle, whereas imprinted H-19 gene expression was repressed 
by parental training. The change in gene expression was associated with epigenome 
modifications with changes in DNA methylation related to their genes. Interestingly, we 
found that DNA methylation in the sperm tissue progenitors showed high similarity to 
epigenetic alterations observed in skeletal muscle of offspring. In the second article, we 
evaluated the effect of parental training in offspring made up of male mice fed high-fat diet. 
In this case, parental training induced a potentiation of the deleterious effects of high-fat diet 
on insulin sensitivity, leading to a dramatic glucose intolerance associated with a inability to 
compensates the insulin resistance with the increment of insulin secretion. The damage 
observed in the function of pancreatic islets were associated with reduced expression of the 
master transcription factor HNF4 of pancreatic beta cells, probably due to increased DNA 
methylation in the promoter region of mentioned gene. Our findings indicate that parental 
training alters susceptibility to the development of diseases related with glycemic control 
disorders in a positive or negative way, depending on the environment where the offspring is 
exposed. And it allows us to suggest that the orientation of possible modifications of the 
individual's lifestyle should consider the early life history of the parents. 
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1. Introdução 
 
A revolução industrial produziu uma mudança súbita no estilo de vida da 
sociedade moderna, sobretudo nas sociedades ocidentais.  Durante e após este período, 
aumentou-se consideravelmente a quantidade de ingestão de calorias, associado à uma 
redução  no dispêndio energético (Eaton et al., 1988). O surgimento de doenças metabólicas 
em escala pandêmica ocorre sob a mesma conjuntura. Assim, postula-se que os fatores 
ambientais apresentam papel fundamental no desenvolvimento de doenças metabólicas (Ling 
et al., 2008; Ling e Groop, 2009).   
Mesmo indivíduos que apresentam algum tipo de predisposição genética para o 
desenvolvimento de alguma doença metabólica, como por exemplo, Diabetes Mellitus do tipo 
2 , podem ser beneficiados com a prática do exercício físico regular, o que reforça a maior 
relevância dos fatores ambientais sob os genéticos em termos de controle glicêmico 
(Steinbacher et al., 2015). 
Interessantemente, os impactos do ambiente sobre o metabolismo de mamíferos 
não se restringem a células somáticas. As células meióticas também são sensíveis às 
alterações ambientais, o que significa que o ambiente vivenciado pelos progenitores pode 
influenciar o desenvolvimento da prole (Ling e Groop, 2009; Carone et al., 2010). 
Atualmente, sabemos que um desequilíbrio na dieta dos progenitores, devido ao aumento ou 
redução da ingesta calórica ou proteica, esta diretamente relacionada com o aumento do risco 
para o desenvolvimento de doenças metabólicas, o que por sua vez, também contribuem para 
o aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento de câncer, doenças cardiovasculares, 
renais, endócrinas e outras complicações metabólicas (Wei et al., 2014; Kaushik e Anderson, 
2016).  
O fenômeno supracitado, ganha base científica ainda mais sólida, principalmente 
após os estudos de Barker (1992), que postulou a teoria da origem do desenvolvimento da 
saúde e da doença, (DOHAD), também conhecida como teoria do gene econômico. Barker 
valeu-se de registros de pacientes holandeses que, durante a segunda guerra mundial, 
subjugados pela invasão nazista, experimentaram a privação de energia durante a vida 
intrauterina (Barker, 1990; Hales e Barker, 1992; Barker e Thornburg, 2013). Ele constatou 
que estes indivíduos, quando avaliados na vida adulta, apresentavam aumento na incidência 
de diabetes e intolerância a glicose. 
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 Cabe ressaltar que a grande maioria destes estudos têm demandado esforços para 
entender a hereditariedade da programação metabólica no contexto maternal, entretanto, neste 
caso, é muito difícil separar os efeitos diretos da vida intrauterina per se das informações 
transmitidas à prole, via células germinativas. Neste contexto, destacamos a necessidade do 
aprofundamento sobre a temática, com o enfoque sobre o progenitor masculino, uma vez que 
este pode contribuir somente com o espermatozoide. 
 O efeito de intervenções paternais sobre o controle glicêmico da prole tem sido 
evidenciado recentemente (Carone et al., 2010; Ng et al., 2010; Wei et al., 2014; Huypens et 
al., 2016). Prole oriunda de progenitores machos obesos apresenta intolerância à glicose e 
redução da secreção de insulina (Ng et al., 2010). Do mesmo modo, prole advinda de 
progenitores machos alimentados com dieta pobre em proteína, apresentaram prejuízo do 
metabolismo lipídico no fígado e concomitante desequilíbrio da homeostase glicêmica 
(Carone et al., 2010).  
 Outro ponto importante a se destacar é que a grande maioria dos estudos 
referentes ao tema hereditariedade de características adquiridas tem abordado o papel do 
consumo de energia (Wei et al., 2014; Carone et al., 2010), enquanto os efeitos do dispêndio 
energético têm sido pouco explorado . Estudos com mães obesas demonstram que a prática 
regular do exercício físico maternal protege as crias do desenvolvimento de síndrome 
metabólica (Laker et al., 2014). Entretanto, no que se refere ao impacto do exercício físico 
paternal sobre o controle glicêmico da prole, os estudos até o presente são conflitantes. 
Alguns estudos apontam efeito benéfico do treinamento paternal sobre o metabolismo da 
prole (Mcpherson et al., 2015), enquanto outros demonstram que o treinamento paternal pode 
aumentar o risco para o desenvolvimento de doenças metabólicas em prole submetidas a um 
ambiente sedentário devido à redução da taxa metabólica basal (Guth et al., 2013; Murashov 
et al., 2016).   
Um aspecto em comum nos estudos que envolvem a hereditariedade de 
características adquiridas, tanto de progenitores maternos como paternos expostos a um amplo 
espectro de intervenções tais como: exposição a fatores químicos (Shi et al., 2005), 
desnutrição (Carone et al., 2010), excesso no consumo de nutrientes (Huypens et al., 2016) e 
prática de atividade física (Murashov et al., 2016), é que a transmissão destas alterações 
ambientais para a próxima geração parece ser mediada pela alteração da expressão gênica. 
Contudo, este efeito ocorre sem necessariamente apresentar alterações da sequência das bases 
nitrogenadas do DNA, o que sugere a participação do controle epigenético como o principal 
mecanismo molecular envolvido neste contexto.  
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 Os mecanismos de controle epigenético podem ocorrer através da acetilação e 
metilação de histonas, expressão de microRNAs  e metilação do DNA (Bramswig e Kaestner, 
2012). Este último parece ser a marcação epigenética mais estável e, portanto, facilitadora da 
transmissão de características adquiridas para a próxima geração. A metilação do DNA refere-
se à adição de um grupo metil no carbono 5 dos resíduos de citosina (Bernstein et al., 2015). 
No genoma de mamíferos, este tipo de marcação ocorre mais comumente no contexto das 
ilhas CpGs, regiões do genoma ricas em di-nucleotídeos citosina e guanina. A incorporação 
do grupamento metil ao DNA promove o empacotamento da cromatina, contribuindo assim, 
para a redução da expressão gênica. De maneira oposta, a hipo-metilação permite a abertura 
da cromatina culminando com o aumento da transcrição gênica (Barrès et al., 2012; Bernstein 
et al., 2015). 
 A metilação do DNA exerce papel importante sobre os mecanismos de 
regulação dos programas transcricionais, impactando dessa forma a diferenciação celular, o 
imprinting genômico, inativação do cromossomo X e estabilidade genômica. O mal 
funcionamento dos mecanismos de controle da metilação do DNA estão implicados com o 
aumento de uma série de morbidades, particularmente o câncer, doenças relacionadas com o 
envelhecimento, desordens neurológicas, doenças cardiovasculares e metabólicas como 
obesidade e Diabetes Mellitus do tipo 2 (Ling e Groop, 2009; Bonasio et al., 2010). 
 A apreciação do estado da arte, referente ao papel dos mecanismos 
epigenéticos envolvidos na programação metabólica induzida pela transmissão de 
características adquiridas pelo progenitor masculino, nos revela que o desequilíbrio na ingesta 
de nutrientes pode induzir a ineficiência da sinalização da insulina nos tecidos periféricos 
(Carone et al., 2010; Wei et al., 2014) e também, impactar de maneira deletéria a 
funcionalidade das células beta pancreáticas (Ng et al., 2010). Estas adaptações funcionais 
foram orquestradas pela alteração do epigenoma através da metilação do DNA.  
A metilação do DNA também controla a expressão dos imprinted genes (Reik et 
al., 2001; Reik e Walter, 2001). Os imprinted genes compõem uma categoria de genes que são 
expressos de maneira mono-alélica, ou seja, a expressão destes genes ocorre através do alelo 
maternal ou paternal (Reik e Walter, 2001). Deste modo, os imprinted genes se caracterizam 
como um grupo de genes com uma maior probabilidade de envolvimento nos processos de 
controle do padrão da expressão gênica via transmissão hereditária, uma vez que os 
mecanismos de controle destes genes rompem com os princípios Mendelianos da 
hereditariedade, razão pela qual os imprinted genes têm sido propostos como protagonistas no 
contexto das teorias propostas por Baker (Young, 2001).  
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As células germinativas masculinas podem ser alteradas por uma série de 
estressores ambientais como, por exemplo, dieta rica em gordura (Wei et al., 2014) e 
exercício físico (Murashov et al., 2016),  sendo que o conteúdo de gordura da dieta pode 
acumular-se no entorno das gônadas e impactar a espermatogênese e motilidade do 
espermatozoide, enquanto o exercício físico pode melhorar a motilidade do espermatozóide e 
reduzir o dano do DNA via redução da produção de espécies reativas de oxigênio (Ng et al., 
2010; Wei et al., 2014; Mcpherson et al., 2015). Entretanto, são escassos os estudos que 
considerem os mecanismos moleculares pelo qual o treinamento em exercício físico de longa 
duração pode impactar a fisiologia das células germinativas masculinas.  
Diante do exposto, buscamos investigar no presente estudo, os efeitos do 
treinamento paternal de longa duração, com exigência metabólica prioritariamente aeróbia, 
sobre o controle glicêmico da prole alimentada com dieta padrão ou dieta rica em gordura. 
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2. Objetivos 
 
No primeiro artigo, intitulado: “Paternal exercise contributes to the 
developmental origin of health trough germ cell epigenetic modulation” objetivamos: 
 Explorar se o treinamento físico realizado por camundongos 
machos pode alterar o epigenoma das células germinativas dos progenitores.  
 Avaliar se estas alterações do epigenoma das células 
germinativas, induzidas pelo treinamento paternal, interferem na regulação 
epigenética das células musculares da prole.  
 Verificar se a alteração do epigenoma das células musculares de 
prole oriunda de progenitores machos treinados pode ser associada com as 
alterações fenotípicas. 
 
No segundo artigo intitulado, “Efeito do treinamento paternal sobre o controle 
glicêmico de prole sedentária alimentada com dieta rica em gordura: Envolvimento dos 
mecanismos epigênéticos sobre as ilhotas pancreáticas” objetivamos: 
 Analisar o impacto do treinamento paternal no controle 
glicêmico de prole sedentária alimentada com dieta rica em gordura, com foco 
sobre a função das ilhotas pancreáticas. 
 Analisar os efeitos do treinamento paternal sobre a função das 
ilhotas pancreáticas  
 Verificar o papel epigenético, com enfoque sobre a metilação 
do DNA, em ilhotas pancreáticas de animais obesos descendentes de 
progenitores machos treinados 
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3.1 Abstract 
 
Epigenetic regulation is considered the main molecular mechanism underlying the 
‘developmental origin of health and disease’ (DOHAD) hypothesis. Previous studies 
investigating the role of paternal exercise on metabolic health of the offspring did not control 
for the amount and intensity of the training and potential undesired adaptation to exercise. 
Here, we submitted male mice to a well-controlled exercise-training program to investigate 
the effects of paternal exercise on glucose tolerance and insulin sensitivity in the adult 
progeny. In order to investigate the molecular mechanism of epigenetic inheritance, we 
determined chromatin marks in the skeletal muscle of the offspring and in the paternal sperm. 
Offspring of trained male mice exhibited improved glucose homeostasis and insulin 
sensitivity. Paternal exercise modulated the DNA methylation profile of PI3Kca, and the 
imprinted H19/Igf2 locus at specific differentially methylated regions (DMRs) in the skeletal 
muscle of the offspring, which impacted their gene expression.  Remarkably, a similar DNA 
methylation profile at the PI3Kca, H19 and Igf2 genes was present in the progenitor sperm, 
indicating that exercise-induced epigenetic changes, during germ cell development, 
contributed to transgenerational transmission. In conclusion, paternal exercise might be 
considered as a strategy that could promote health in the offspring, and supports the DOHAD 
hypothesis. 
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3.2 Introduction 
 
Normoglycemia is dependent on an optimal interaction between genetic and 
environmental factors. The dramatic increase in the incidence of Type 2 diabetes over the past 
few decades supports the overriding influence of lifestyle changes rather than alterations in 
our genetic makeup to disease progression(1-5). Furthermore, many individuals presenting 
with metabolic diseases such as obesity or diabetes benefit from changes in lifestyle such as 
increased physical activity and/or diminished caloric intake (2; 6-8). 
Environmental factors may impact not only somatic cells but also gametes, which 
mean that metabolic states experienced by the parents may influence the health of the next 
generation (1; 9; 10). An imbalance in energy intake, whether sub-nutrition or over-nutrition, 
in the parental generation has been linked to the development of metabolic disease in human, 
Drosophila, and rodent offspring (11-14), which in turn increases the risk for the development 
of cancer, endocrine disruption, and other metabolic complications (3; 15-17). This 
phenomenon was observed first by Barker, who established the ‘developmental origin for 
health and disease’ (DOHAD) hypothesis (16; 18; 19). While many studies have confirmed 
the developmental origins of diseases (11; 17; 20; 21), the molecular mediators that actually 
transmit parental phenotypes to the next generation are largely unknown. 
It is essential to determine if transgenerational effects of exercise on offspring 
phenotype are transmitted through a purely germ-cell mediated process (22). To this end, we 
investigated the effects of paternal exercise on glucose metabolism in progeny. We 
demonstrate that offspring of trained male mice have improved glucose homeostasis and 
insulin sensitivity. Paternal exercise also modulated the DNA methylation profile of the 
insulin signaling-related gene Pi3kca as well as the imprinted genes Igf2/H19 at specific 
differentially methylated regions (DMRs) in the skeletal muscle of the offspring. Gene 
expression in the skeletal muscle of the progeny corresponded with the observed changes in 
DNA methylation, with offspring of trained fathers showing higher Pi3kca and Igf2 gene 
expression, while that of H19 was reduced. Remarkably, a similar DNA methylation profile at 
the Pi3kca, Igf2 IGF2/H19 loci was present in the progenitor sperm, indicating that exercise-
induced epigenetic changes in germ cell contributed to the transgenerational transmission. 
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3.3 Research design and methods 
 
Animal Care and Husbandry 
The study was performed with Swiss mice obtained from the breeding colony at Unicamp. The 
mice were maintained at 22 ± 1°C on a 12 h light-dark cycle.  At the end of the experiment, mice were fasted for 
12 h, anesthetized in a CO2 chamber, and then killed by decapitation.  
 
Experimental Design 
Progenitors 
We divided 30 day-old male progenitors into two groups: a control group kept sedentary (CF
0
) and 
a trained group (TF
0
), both fed standard chow. The exercise protocol consisted in treadmill running, 1 h per day, 
5 days per week during 10 weeks, at an intensity of 70% - 80% of maximal oxygen consumption.  
 
Maximal Oxygen Consumption (VO2 max) 
VO2max was assessed in a sealed treadmill at a 25° incline coupled to a gas 
analyzer (Oxylet system, Pan Lab/Harvard Instruments, Spain). Oxygen uptake data were 
recorded using the Metabolism software (Pan Lab/Harvard Instruments, Spain). VO2max was 
assumed when oxygen uptake reached a plateau despite increasing treadmill speed. After an 
eight-minute warm-up, the test started at a speed of 15 cm.sec
-1
. The treadmill speed was 
increased by 15 cm.sec
-1 
every 45 sec until mice were unable to maintain the elicited effort 
level (23). 
 
Mating 
 During the last week of the exercise protocol (10
th
 week) a male and a control 
female Swiss mice were placed into a cage with free access to chow and water from 18:00 h-
08:00h for five consecutive days.  Each day, males were returned to their respective cages at 
08:00h and kept there till 18:00h. Male mice of the TF
0
 group were maintained on the 
exercise protocol as before. Female mice were fed standard chow during the entire period 
(mating, gestation, and lactation) and were kept sedentary. At weaning, both male and female 
offspring were distributed into two groups, as described below. 
Offspring 
  We divided the offspring in four groups; male or female offspring from 
sedentary control fathers (OC), and male or female offspring from trained fathers (OT). All 
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four groups were fed standard chow diet from weaning to 90 days. Offspring body weight was 
determined weekly from birth to euthanasia. 
 
Intraperitoneal Glucose Tolerance Test 
 For the intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT), food was withdrawn 12 
h before the experiment. Mice were weighed, and a basal blood sample was taken from the tip 
of the tail (t0 min). Glucose concentration was measured with an Accu-Check Advantage II 
glucometer (Roche). Subsequently, mice received an intraperitoneal glucose solution load (1 
g/kg body wt) and additional blood samples were collected and glucose levels determined at 
15, 30, 60, 90 and 120 min after injection. The area under the curve for the blood glucose was 
calculated by the trapezoidal method (24). Blood collected at 0, 15 and 60 min was also used 
for plasma insulin analysis by radioimmunoassay.  
 
Intraperitoneal Insulin Tolerance Test 
For the intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT), food was withdrawn 4h 
before the test. Mice were injected with 1 U/Kg body weight of human insulin (Biohulin R, 
Biobras, Brazil). Blood samples were collected and glucose was measured (Accu-Check 
Advantage II Glucometer, Roche) before (t0 min) and 4, 8, 12, 16 and 20 min after insulin 
administration.  
 
DNA methylation analysis 
Genomic DNA (gDNA) from sperm and skeletal muscle (soleus) was extracted 
using the Qiagen Allprep DNA/RNA mini kit (cat.#80204) following the manufacturer’s 
instructions. 500 ng of gDNA was treated with sodium bisulfite to convert unmethylated 
cytosines to uracils using the Qiagen Epitech Bisulfite Kit (cat.#59104) per the 
manufacturer’s protocol. DNA methylation analysis was performed using BisPCR2, as 
described
 
previously (25). Bisulfite-converted  genomic DNA was PCR amplified to enrich 
for regions of interest for analysis. Primers directed to target regions were modified with the 
following partial adapter overhangs: PCR#1 Left Primer Overhang: 5’- 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’; PCR#1 Right Primer Over-hang: 
5’-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-3’. Primers directed to the 
intragenic regions of PI3Kca (F: GAAAGAGTATAGTGAGGAGAAATAAGA; R: 
AACAACAAAACTACCATAACTATTTTC; Coordinates: chr3:32356060-32356676), H19 
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Differentially Methylated Regions (DMRs) (F: GGTTTTTTAAGTGATTTTTTGGGTAGG; 
R: ATTACAACTAATTAAATTTTCTCCCCTATC; Coordinates: chr7: 149767514-
149839759), IGF2 DMR-0 (F: ATGTTTGTGGGAGTGGTATAGGTA; R: 
CCCATCTCAACAACTATCCT; Coordinates: chr7:149839803-149839897), IGF2 DMR-1 
(F: ACTCCCAACAAATTTACAAATCTC; R: 
TACCTAACAAAATCCAAAAATTCATCTCC; Coordinates: chr7:149840128-149840338)  
and IGF2 DMR-2 (F: GAGTGGAGTAGAGAGATTTTAGTG; R: 
ACCCCAATAAACACTAACTAAAATTATCT; Coordinates: chr7:149850877-149856303),  
were designed using the Qiagen Pyromark assay Design software. PCR reactions were 
prepared with the Qiagen PyroMark PCR Kit (cat.#978703) per the manufacturer’s 
recommendations using 2.8 ng of bisulfite-converted gDNA template per reaction and pooled 
in approximately equimolar ratios and purified with the Qiagen QIAquick PCR Purification 
kit (Cat.#28104) per manufacturer’s instructions. Barcoding of the PCR product pools from 
step one was performed as described by Bernstein and colleagues
28
, and the final samples 
concentrations determined using the Qubit fluorometer dsDNA high sensitivity assay (Life 
Technologies). The molarity of the libraries was quantified using the KAPA library 
quantification assay (Kapa Biosystems, Cat.# KK4873) before next-generation sequencing. 
 
Next-generation sequencing 
Next-generation sequencing was carried out on an Illumina MiSeq using Reagent 
Kit v2 following the manufacturer’s instructions. Briefly, a 2 nM pool of BisPCR2 libraries 
and 2 nM PhiX control were each denatured for 5 min with 0.2 N NaOH and diluted to final 
concentrations of 6 and 8 pM, respectively. The denatured pool was spiked with 10% 
denatured PhiX control and 600 l of the prepared sample was loaded into the reagent 
cartridge. Sequences were aligned to the in silico bisulfite-converted mouse genome using the 
BS Seeker program (26), and any CpGs covered by the first sequencing read were ignored in 
the second sequencing read in paired-end sequencing.  
 
Quantitative Real-time PCR 
 The total RNA was extracted using the Qiagen Allprep DNA/RNA mini kit 
(cat.#80204). Three micrograms of total RNA were reverse-transcribed using SuperScript II 
Reverse Transcriptase (Life Technologies) to synthetize cDNA. Quantitative RT-PCR was 
performed on a Stratagene Mx3000P using 2x Brilliant III SYBR Green qPCR Master Mix 
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plus ROX reference dye (Agilent Technologies). Thermal profiles were set according to the 
manufacturer’s protocol. mRNA levels were normalized to Hprt1: (Forward primer: 
CCTAAGATGAGCGCAAGTTGAA, reverse: CCACAGGACTAGAACACCTGCTAA), 
PI3Kca: (Forward primer: CCACGACCATCTTCGGGTG, reverse: 
ACGGAGGCATTCTAAAGTCACTA)   H19: (Forward primer: 
GGAATGTTGAAGGACTGAGGG, reverse: GTAACCGGGATGAATGTCTGG), Igf2: 
(Forward primer: TCAGTTTGTCTGTTCGGACC, reverse: CACTCTTCCACGATGCCAC).   
 
Statistics 
The results are expressed as the mean ± SEM. Data were analyzed by unpaired 
two-tailed t-tests using Statistica 12 software. Significance was set at p<0.05. 
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3.4 Results 
Exercise training protocol characterization 
We first generated a model of endurance-trained male mice which showed 
augmented VO2 maximum (fig. 1A), lower body weight gain (fig. 1B), improved glucose 
tolerance (fig. 1C, 1D), reduced plasma insulin level after a glucose challenge (fig. 1E), and 
increased insulin sensitivity (fig. 1F), compared to the sedentary control group. 
 
 
 
 
Figure 1: A; Maximal oxygen consumption of sedentary male progenitor mice 
CF
0
 (white bar), and trained male progenitor TF
0 
(black bar). B; Body weight of sedentary 
male progenitor mice CF
0
 (white bar), and trained male progenitor TF
0 
(black bar) before and 
after the exercise training program. C; Glucose tolerance test, (1mg/kg/b.w.) of sedentary 
male progenitor mice CF
0
 (solid line), and trained male progenitor TF
0 
(dashed line). D; area 
under the curve from glucose tolerance test of sedentary male progenitor mice CF
0
 (white 
bar), and trained male progenitor TF
0 
(black bar). E; Plasmatic insulin level during the glucose 
tolerance test of sedentary male progenitor mice CF
0
 (solid line), and trained male progenitor 
TF
0 
(dashed line). F; Insulin tolerance test (1U/KG/B.W.) of sedentary male progenitor mice 
CF
0
 (solid line), and trained male progenitor TF
0 
(dashed line). n=5. p values calculated by a 
two-tailed t test. * p≤0,05. 
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Paternal exercise improves glucose homeostasis in the offspring 
Both groups of males, trained or sedentary, were mated to sedentary females, and 
the offspring characterized using multiple physiological parameters.  Body weight at birth was 
lower in the offspring descendent from trained male progenitors compared to those sired by 
sedentary males (fig. 2A). However, between weaning and the end of our intervention (12 
weeks), the body weight did not differ significantly between the two groups of offspring (fig. 
2B – 2C). Likewise, body composition after euthanasia, measured by the skeletal muscle (fig. 
2D) and perigonadal fat pad weight (fig. 2E), was not affected by exercise training of the 
fathers.   
Despite identical weight and body composition, we observed a significant 
improvement in glucose tolerance in male offspring from exercise-trained fathers (fig 2F), and 
offspring of both genders demonstrated reduced plasma insulin levels after a glucose 
challenge (1g/kg/body wt) (fig. 2G – 2J).  Thus, offspring of male mice that were exposed to 
extensive exercise training displayed augmented insulin sensitivity (fig 2H – 2K).  
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Figure 2: A; Newborn body weight of OC mice (white bar) and OT mice  (black 
bar). B; Body weight evolution from 3 weeks old mice until 12 weeks of OC male mice 
(black circles) and OT male mice (blue square). C; Body weight evolution from 3 weeks old 
mice until 12 weeks of OC female mice (black circles) and OT female mice (red square). D; 
Perigonadal fat pad of OC male mice (white bar), OT male mice (blue bar), OC female mice 
(gray bar) and OT female mice (red bar). F/I; Glucose tolerance test (1 mg/kg/b.w.) of OC 
male mice (dashed black lines), of OT male mice (blue line), OC female mice (solid black 
line) and OT female mice (red lines). G/J; Plasmatic insulin level during GTT of OC male 
mice (dashed black lines), of OT male mice (blue line), OC female mice (solid black line) and 
OT female mice (red lines). C/F; Insulin tolerance test (1 UI of insulin/kg b.w.) of OC male 
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mice (dashed black lines), of OT male mice (blue line), OC female mice (solid black line) and 
OT female mice (red lines). n=6. p values calculated by a two-tailed t test. * p≤0,05. 
 
Paternal exercise alters DNA methylation in the skeletal muscle of their 
offspring  
In order to determine the molecular underpinnings of the transgenerational effect 
of paternal exercise training on glucose homeostasis and insulin sensitivity in the offspring, 
we focused on DNA methylation analysis, as this is the most stable epigenetic mark.  
Targeted methylation analysis of skeletal muscle showed significant decreases in the CpG 
methylation at the Pi3kca locus (fig. 3A and 3G), and at the differentially methylated region 2 
(DMR2) of the Igf2 locus (fig. 3D and 3J) in both male and female offspring from exercised 
fathers.  No differences in the methylation profile were seen at the Igf2 DMR0 (fig. 3B and 
3H) and Igf2 DMR1 (fig. 3C and 3I). Paternal exercise also resulted in a reduction of the 
methylation level at the H19 DMR (fig. E and K). Importantly, steady-state mRNA 
expression in skeletal muscle of offspring correlated with the methylation level, in that gene 
expression of Igf2 and Pi3kca was increased, whereas that of H19 was decreased in the 
offspring descendent from trained male progenitors (fig. 3F and 3L). In sum, paternal exercise 
caused a transgenerational improvement in glucose homeostasis that correlated with 
epigenetic changes, in particular decreased methylation and increased expression of Pi3kca, 
which encodes a key component of phosphoinositide 3 kinase, an essential activator of the 
insulin/AKT signaling pathway. 
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Figure 3: DNA Methylation analysis of offspring skeletal muscle by BisPCR
2
-
seq. A/G; The intragenic regions of PI3Kca (Coordinates: chr3:32356060-32356676). B/H; 
IGF2 DMR-0; (Coordinates: chr7:149839803-149839897). C/I; IGF2 DMR-1; (Coordinates: 
chr7:149840128-149840338). D/J; IGF2 DMR-2; (Coordinates: chr7:149850877-149856303) 
and E/K; H19 DMRs; (Coordinates: chr7: 149767514-149839759). Gene expression of 
PI3Kca, IGF2 and H19 from offspring skeletal muscle. C/L; Male and female respectively. 
OC male mice (white bars) OT male mice (blue bars) OC female mice (gray bars) and OT 
female mice (red bars). n=5. p values calculated by a two-tailed t test, * p≤0,05. 
 
 
Endurance exercise training alters the DNA methylation prolife in the male 
progenitor sperm 
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For true transgenerational epigenetic inheritance, it is critical that the epigenetic 
mark is present in the germ cells of the progenitor generation. In order to assess whether the 
DNA methylation changes we discovered in the skeletal muscle of the offspring of exercise-
trained fathers were truly epigentically inherited, we evaluated the methylation profile of the 
sperm of males that had undergone 10 weeks of endurance exercise training. Remarkably, 
similar to what we had observed in the skeletal muscle of the offspring, exercise training 
induced decreased CpG methylation at the Pi3kca (fig. 4A), and the Igf2 DMR2 loci (fig. 3D). 
In addition, and again reflecting the situation in skeletal muscle, no differences were found in 
the methylation profile at DMR0 (fig. 3B) and DMR1 of the Igf2 locus  (fig. 3C), whereas the 
methylation level of the H19 DMR was decreased compared to sperm of sedentary control 
mice (fig. E). 
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Figure 4: DNA Methylation analysis of progenitor sperm A; The intragenic 
regions of PI3Kca (Coordinates: chr3:32356060-32356676). B; IGF2 DMR-0; (Coordinates: 
chr7:149839803-149839897). C; IGF2 DMR-1; (Coordinates: chr7:149840128-149840338). 
D; IGF2 DMR-2; (Coordinates: chr7:149850877-149856303) and E; H19 DMRs; 
(Coordinates: chr7: 149767514-149839759). CF
0
 mice (white bars) TF
0
 male (black bars). 
n=4-5. p values calculated by a two-tailed t test, * p≤0,05. 
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3.5 Discussion 
 
Baker’s hypothesis of a developmental origin of disease, proposed twenty-six 
years ago, has been confirmed by multiples studies over the past decades (1; 3; 11; 19). In 
contrast, few studies have investigated the reverse scenario, that is the question if a healthy 
lifestyle of the parents can lead to improved health in the offspring (22; 27). Here, we 
demonstrate that paternal exercise improved glucose tolerance and insulin sensitivity, in the 
offspring. Strikingly, this was associated with hypomethylation of the Pi3kca gene, a key 
player in insulin signaling, in the skeletal muscle. Remarkable, the epigenetic changes present 
in the offspring reflected the altered methylation status of paternal sperm, suggesting that 
physical exercise can be considered an epigentically heritable health intervention, which can 
be transmitted via male germ cells.  
Previous studies failed to demonstrate a beneficial effect of paternal training on 
glucose homeostasis in offspring (28; 29). In fact, prior work reported that paternal exercise 
induced impairment in glucose tolerance, increased plasma insulin levels, and potentiated 
weight gain, induced by a high fat diet, via reduced energy expenditure, in the offspring. The 
discrepancies between our study and previous ones are likely due to the different exercise 
protocols employed. Both Guth et al. (30) and Murashov et al. (29) employed voluntary 
running, which does not allow for a control of either exercise volume or intensity, as mice 
have free access to the wheels throughout. In addition, total energy expenditure does not 
increase with exercise in a dose-dependent manner. Instead, there seems to be a threshold, 
above which an increase in energy expenditure decreases energy expenditure by other organ 
systems in such a way that total energy expenditure plateaus (31; 32). Evolutionarily, such a 
constrained energy expenditure model would be advantageous. However, by making use of 
uncontrolled exercise as in the prior studies, reduced allocation of energy for non-physical 
activities could be transgenerationally transmitted, thus increasing the susceptibility of 
offspring to weight gain and associated metabolic complications. 
In our experimental model, intensity and volume of exercise were well controlled, 
resulting in higher exercise intensity than that been employed previously (Guth et al., 2013; 
Murashov et al., 2016). In fact, our exercise protocol efficiency is in agreement with others 
(33-35), who had also observed improvements in glucose tolerance and insulin sensitivity in 
trained mice. Likewise, forced swim training of male progenitors also induced improved 
glucose homeostasis in female offspring (27). These results suggest that the energy 
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expenditure as well as volume and/or intensity of exercise training are critical factors in the 
capacity to induce beneficial transgenerational effects via paternal exercise (35-38). 
Epigenetic modifications have been considered the main molecular mechanism by 
which the developmental origins of health and disease occur (1; 39; 40). Among them, the 
addition of a methyl group to the 5-carbon position of cytosine residues, also known as DNA 
methylation, seems to be the most important, although the exact means by which DNA 
methylation dynamics control transgenerational inheritance have not been defined (3; 25; 41; 
42).  
A previous study reported hypermethylation at the PI3kca locus in insulin 
resistant offspring, descendent from progenitors mice, which had been fed a high fat diet (3). 
Thus, we propose that paternal exercise training induces the opposite effect on the offspring. 
In this sense, we observed lower methylation levels at several CpG di-nucleotides at the 
PI3Kca locus in male and female offspring compared to offspring from sedentary fathers. 
This hypomethylation in turn correlated with higher PI3kca gene expression observed in the 
offspring, which may explain, at least in part, the improvement in their insulin sensitivity. 
In an attempt to deepen our knowledge about how paternal exercise training can 
stimulate the development of health promotion in sedentary offspring, we also analyzed the 
methylation level of DMRs at the imprinted Igf2/H19 locus in offspring skeletal muscle. 
Imprinted genes are a class of genes that presents a mono-allelic expression from maternal or 
paternal origin, which is regulated by DNA methylation (42; 43). The imprinted gene 
category could be considered more vulnerable to transmission of acquired characteristics to 
the next generation, once that gene group breaks with the Mendelian law of inheritance (13; 
44-46). There have been several theories proposed to explain the conservation of imprinting; 
here we consider a model supported by solid experimental data, known as the intergenomic 
conflict hypothesis, proposed by Haing (1991) and Moore (1991).  
In line with the intergenomic conflict hypothesis, skeletal muscle of offspring 
from exercised male progenitors showed a reduction in the methylation level of the paternal 
imprinted gene IGF2 at DMR-2, while the methylation at the maternal-controlled imprinted 
gene H19 locus was increased. Gene expression was correlated with methylation status, where 
we observed higher IGF2 and lower H19 mRNA expression in the skeletal muscle of 
offspring from trained fathers. Although our observations are in agreement with the 
mentioned hypothesis (47; 48), specific studies with genetic manipulations are still necessary 
to clarify whether paternal physical exercise could modulate the imprinted genes and what is 
the physiological significance of these modulations.  
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Both elevated expression of PI3kca and Igf2, caused by reduced DNA 
methylation at their specific loci, can increase PI3k/AKT pathway activation (49; 50).  
Therefore, we propose that epigenetically inherited activation of the PI3k/AKT pathway is 
contributing, at least in part, to the improved insulin sensitivity seen in offspring of exercise-
trained males.  
Paternal EXERCISE training could affect the offspring’s metabolism via a 
number of different mechanisms. For example, paternal lifestyle changes can affect 
spermatogenesis and composition of seminal fluid (3; 51; 52).  Physical exercise also affects 
spermatogenesis and germ cells, reducing sperm concentration and motility (53), the 
reduction of the fat pad around the gonads could also impact sperm physiology (54), and a 
possible cross talk between contracting skeletal muscle and gonads via myokines must also be 
considered (29; 55-57). We focused on the premise that physical exercise could alter the 
epigenome in sperm and thus carry the acquired characteristics to the next generation, 
impacting the offspring’s phenotype. Previous studies had been demonstrated that paternal 
exercise also could alter the sperm epigenome due to DNA methylation and microRNA 
expression (27; 29). 
Here, we demonstrated that increased energy expenditure by the male progenitor 
could impact the DNA methylation of specific genes in offspring skeletal muscle with high 
similarities to the paternal sperm methylation profile at PI3kca loci as well as at specific 
DMRs of imprinted genes IGF2/H19. Our results extend findings which demonstrated that the 
alteration of DNA methylation in sperm might be correlated with the somatic cell DNA 
methylation profile in offspring (3; 58). However, whether the paternal metabolism may 
impact the sperm DNA methylation, and its alterations could be reflected in the offspring’s 
somatic cells, remains an open question. 
In summary, we demonstrated that, just as the developmental origins of disease 
could be related to the paternal environment, the healthy condition of offspring could also be 
stimulated by paternal changes in lifestyle. Our study allows us to suggest that the modulation 
of progenitor’s energy expenditure could be as important as energy intake to trigger 
alterations in germ cells epigenome and, consequently, influence glucose homeostasis on the 
offspring. 
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3.7 Supplementary material 
 
Table 1: Primers Sequence  
P
rimer 
Name 
Primer Sequence B
arcode 
S
ample 
from 
L
ibrary_Pr
imer1 
AATGATACGGCGACCACCGAG
ATCTACACTCTTTCCCTACACGAC 
A
LL libraries 
 
P
rimer2_In
dex_1 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
TCACG 
M
uscle 
C
 male 
P
rimer2_In
dex_2 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
GATGT 
M
uscle 
C
 male 
P
rimer2_In
dex_3 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
T
TAGGC 
M
uscle 
C
 male 
P
rimer2_In
dex_4 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
T
GACCA 
M
uscle 
C
 male 
P
rimer2_In
dex_5 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCACTGTGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
CAGTG 
M
uscle 
C
 male 
P
rimer2_In
dex_6 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
CCAAT 
M
uscle 
T
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 male 
P
rimer2_In
dex_7 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
AGATC 
M
uscle 
T
 male 
P
rimer2_In
dex_8 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
CTTGA 
M
uscle 
T
 male 
P
rimer2_In
dex_9 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
ATCAG 
M
uscle 
T
4 male 
P
rimer2_In
dex_10 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
T
AGCTT 
M
uscle 
T
 male 
P
rimer2_In
dex_11 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
GCTAC 
M
uscle 
C
 female 
P
rimer2_In
dex_12 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
TTGTA 
M
uscle 
C
 female 
P
rimer2_In
dex_13 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTTGACTGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
GTCAA 
M
uscle 
C
 female 
P
rimer2_In
dex_14 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGGAACTGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
GTTCC 
M
uscle 
C
 female 
49 
 
P
rimer2_In
dex_15 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTGACATGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
TGTCA 
M
uscle 
C
 female 
P
rimer2_In
dex_16 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGGACGGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
CGTCC 
M
uscle 
T
 female 
P
rimer2_In
dex_17 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCTCTACGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
TAGAG 
M
uscle 
T
 female 
P
rimer2_In
dex_18 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGCGGACGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
TCCGC 
M
uscle 
T
 female 
P
rimer2_In
dex_19 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTTTCACGTGACTGGAGTTCAGACG
TGT 
G
TGAAA 
M
uscle 
T
 female 
P
rimer2_In
dex_20 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGGCCACGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
TGGCC 
M
uscle 
T
 female 
P
rimer2_In
dex_21 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCGAAACGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
TTTCG 
S
perm 
C 
P
rimer2_In
dex_22 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCGTACGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
GTACG 
S
perm 
C 
P
rimer2_In
dex_23 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCCACTCGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
AGTGG 
S
perm 
C 
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P
rimer2_In
dex_24 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGCTACCGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
G
GTAGC 
S
perm 
C 
P
rimer2_In
dex_25 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATATCAGTGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
CTGAT 
S
perm 
T 
P
rimer2_In
dex_26 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATGCTCATGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
TGAGC 
S
perm 
T 
P
rimer2_In
dex_27 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATAGGAATGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
A
TTCCT 
S
perm 
T 
P
rimer2_In
dex_28 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATCTTTTGGTGACTGGAGTTCAGACG
TGT 
C
AAAAG 
S
perm 
T 
P
rimer2_In
dex_29 
CAAGCAGAAGACGGCATACG
AGATTAGTTGGTGACTGGAGTTCAGAC
GTGT 
C
AACTA 
S
perm 
T 
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4.1 Resumo 
 
 A susceptibilidade das células beta pancreáticas em atingirem falência em um 
contexto de resistência à insulina depende de fatores genéticos e, principalmente, 
epigenéticos. Os efeitos da dieta rica em gordura consumida por prole oriunda de progenitores 
treinados e os possíveis impactos desta intervenção sobre a função das ilhotas pancreáticas 
ainda não foram investigadas. Nós observamos que o treinamento paternal potencializou os 
efeitos deletérios da dieta gordurosa sobre o controle glicêmico. Camundongos descendentes 
de machos treinados apresentaram piores índices de tolerância à glicose e resistência à 
insulina em comparação à prole oriunda de machos sedentários. Surpreendentemente, as 
ilhotas pancreáticas dos animais descendentes de progenitores treinados não apresentaram 
aumento da secreção de insulina, comumente observado em animais resistentes à insulina 
alimentados com dieta gordurosa. Em associação aos efeitos funcionais observados na ilhota 
pancreática, encontramos uma redução da expressão gênica do fator de transcrição 
responsável pela proliferação das células beta pancreáticas no contexto de resistência à 
insulina, o HNF4α. Esta redução se deu provavelmente devido à maior metilação do DNA na 
região promotora do HNF4α. Isto nos sugere que o treinamento paternal pode, via modulação 
epigenética do pâncreas endócrino, alterar a susceptibilidade para o desenvolvimento do 
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) em camundongos Swiss machos. 
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4.2 Introdução 
 
 O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) corresponde a 90-95% de todos os casos de 
diabetes. Embora as bases genéticas do DM2 não estão totalmente identificadas, existem 
fortes evidências de que fatores de risco modificáveis como obesidade e inatividade física são 
os principais determinantes não-genéticas da doença (Tuomilehto et al., 2001; Lin e Sun, 
2010; Saaristo et al., 2010) 
 A resistência à insulina geralmente antecede o início do DM2, e durante a 
evolução da doença ocorre um aumento compensatório nos níveis de insulina no sangue 
(hiperinsulinemia), de maneira que a glicemia é mantida dentro ou próxima de valores 
normais, apesar da resistência à ação desse hormônio (Kahn et al., 2006; Cerf, 2013). A 
hiperinsulinemia ocorre por mecanismos que envolvem aumento da massa e da função das 
células β (maior síntese de insulina e maior responsividade aos nutrientes) (Prentki e Nolan, 
2006; Eizirik et al., 2008).  
Porém, ao longo dos anos, esses mecanismos falham em indivíduos que possuem 
ilhotas pancreáticas “susceptíveis ao dano”. Ocorre deterioração progressiva da função das 
células β associada com redução de sua massa devido ao aumento da morte celular. Assim, 
células betas pancreáticas são consideradas centrais para a progressão das doenças 
metabólicas, como obesidade e resistência à insulina, e para o DM2.  
Atualmente, sabemos que fatores ambientais são extremamente importantes para o 
desenvolvimento do DM2.  Além do mais, os fatores ambientais podem impactar o padrão da 
expressão gênica por mecanismos independentes da alteração da sequência do DNA.  Os 
sistemas de controle celular que permitem esta interação são conhecidos como mecanismos 
epigenéticos. As mudanças epigenéticas são cruciais para o desenvolvimento e diferenciação 
de vários tipos celulares em um organismo, bem como para a manutenção da homeostase 
celular. Assim, distúrbios nos mecanismos epigenéticos, por influências ambientais ou 
durante o envelhecimento, por exemplo, podem desencadear várias doenças, inclusive o 
diabetes (Kirchner et al., 2013; Sandovici et al., 2013). 
 Além do mais, os mecanismos epigenéticos podem aumentar a predisposição 
ao DM2 na vida adulta, com impacto importante desde a vida intrauterina em função dos 
hábitos maternos, (Bramswig e Kaestner, 2012). Em ratos, a restrição do crescimento no 
período intrauterino pode levar ao desenvolvimento de diabetes na fase adulta, devido a uma 
diminuição da expressão de um fator de transcrição essencial para o desenvolvimento da 
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célula β (PDX1), efeito relacionado a alterações da metilação do DNA e das histonas (Park et 
al., 2008).  
Do mesmo modo, proles descendente de ratos machos expostos à dieta 
hiperlipídica, apresentaram intolerância à glicose devido a menor secreção de insulina. Estas 
alterações funcionais foram associadas à alteração da expressão de mais de 600 genes nas 
ilhotas pancreáticas (Ng et al., 2010). O mecanismo de transmissão dessas alterações para a 
próxima geração podem aumentar a susceptibilidade das ilhotas pancreáticas atingirem a 
falência e assim levar ao desenvolvimento do DM2 (Ng et al., 2010).  
Por outro lado, existe uma forte correlação entre o aumento na prevalência de 
DM2 e o sedentarismo, de forma que indivíduos sedentários apresentam maior risco de 
desenvolvimento de resistência à insulina, obesidade e diabetes, quando comparados a 
indivíduos fisicamente ativos, evidenciando dessa forma a grande importância da realização 
da atividade física de forma regular e constante (Knowler et al., 2002; Saaristo et al., 2010; 
Cornelis e Hu, 2012). 
Apesar das células betas pancreáticas exercerem papel central no desenvolvimento 
do DM2, (Kahn et al., 2006; Cerf, 2013) a grande maioria dos estudos concentram foco sobre 
os efeitos do exercício físico relacionados com a ação do hormônio nos tecidos periféricos 
(Adamo et al., 2005; Coffey e Hawley, 2007; Maarbjerg et al., 2011). Esta sobre valência do 
número de estudos com enfoque sobre os efeitos do exercício físico na ação da insulina em 
detrimento dos efeitos sobre o pâncreas endócrino é ainda mais discrepante quando 
consideramos a temática no âmbito da possível transmissão hereditária dos efeitos do 
exercício físico.   
Alguns estudos, (Guth et al., 2013; Mcpherson et al., 2015) assim como nós 
demonstramos no artigo 1, observaram melhora da sensibilidade à insulina em prole 
descendente de pais treinados, enquanto outros estudos observaram efeito deletério do 
treinamento paternal sobre o controle glicêmico da prole (Murashov et al., 2016). Estas 
diferenças nos resultados encontrados residem na grande variedade de protocolos de 
exercícios adotados e nas diferentes linhagens de roedores utilizados. Um aspecto em comum 
entre estes trabalhos é que em nenhum deles explorou o envolvimento do pâncreas endócrino 
neste contexto.  
 Diante do exposto, propomos investigar o efeito do treinamento paternal sobre 
o controle glicêmico de prole constituída por camundongos machos alimentados com dieta 
rica em gordura, e as possíveis repercussões do controle epigenético sobre as ilhotas 
pancreáticas. 
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4.3 Materiais e Métodos 
 
Animais 
 Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, provenientes do Biotério 
Central da UNICAMP, com 21 dias de vida. Os camundongos foram alimentados com as 
respectivas dietas (ver composição na Tabela 1) e água ad libitum, e foram mantidos em 
gaiolas plásticas individuais à temperatura ambiente de 23ºC e foto-período de 12 horas de 
claro e 12 de escuro. Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos experimentais: 
Etapa 1:  
Progenitores 
a) Grupo Controle (CF0): Camundongos (machos) alimentados com dieta 
controle do desmame (21 dias), até a idade adulta (90 dias), e que não realizaram exercício 
físico;  
b) Grupo Treinado (TF0): Camundongos (machos) alimentados com dieta 
controle do desmame (21 dias) até a idade adulta (90 dias). Realizaram exercício físico dos 30 
aos 90 dias, 1 Hora / dia / 5 x na semana a 80% VO2 máx (10 semanas).  
c) Na última semana de treinamento, os animais foram acomodados em gaiolas 
com Camundongos Swiss, fêmeas, virgens, sedentárias e de idade equiparada com os machos 
para o cruzamento. 
 
Etapa 2: 
Descendentes 
a) Descendentes de Progenitores Machos Controle (H): Camundongos (machos) alimentados 
com dieta hiperlipídica, do desmame (21 dias) até a idade adulta (90 dias) e que não realizaram exercício físico; 
 b) Descendentes de Progenitores Machos Treinados (TH): Camundongos 
(machos) alimentados com dieta controle do desmame (21 dias) até a idade adulta (90 dias). 
 
Tabela 1 - Composição da Dieta 
Ingredientes 
Controle Hiperlipídic
a 
Caseína (84% de 
proteína)* 
200 200 
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Amido 397 115,5 
Dextrina 132 132 
Sacarose 100 100 
L-cistina 3 3 
Fibra (microcelulose) 50 50 
Óleo de soja 70 40 
Banha - 312 
Mistura de sais 
AIN93G** 
35 35 
Mistura de vitaminas 
AIN93G** 
10 10 
Cloridrato de colina 2,5 2,5 
*Valores corrigidos em função do conteúdo de proteína na caseína. 
** Composição detalhada dada por Reeves et al.(1993). 
 
Teste de Esforço 
Após uma semana de familiarização ao ergômetro (esteira ergométrica com 25° 
de inclinação), os animais tiveram o consumo máximo de oxigênio analisado. Para tal análise 
utilizamos esteira metabólica totalmente selada, (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, 
Espanha) com 25° de inclinação, acoplada ao sistema de respirometria Oxylet system (Pan 
Lab/Harvad instruments, Barcelona, Espanha). Os valores do consumo de oxigênio foram 
coletados utilizando o software Metabolism® (Pan Lab/Harvad instruments, Barcelona, 
Espanha), acoplado ao sistema. Consideramos o valor de VO2 máximo quando a curva de 
consumo de O2 atingiu um platô, a despeito do aumento da velocidade da esteira. Os animais 
caminharam por 8 minutos (tempo médio necessário para a estabilização da concentração de 
oxigênio e calibração automática do equipamento). O teste foi iniciado com uma velocidade 
de 15 m/seg e foram acrescidos mais 15 m/seg a cada 45 seg. O teste foi interrompido quando 
os animais pararam de correr ou quando passaram a se apoiar na base inferior da esteira, 
conforme protocolo (Rezende et al., 2006). 
 
Cruzamento dos animais 
Para o cruzamento dos animais, um camundongo macho e duas fêmeas foram 
colocados em uma gaiola, com livre acesso à dieta e água, das 18 h as 8 h, por 5 dias 
consecutivos, na última semana da etapa 1 (9ª semana). As 8 h os machos retornaram para as 
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respectivas gaiolas, e os camundongos do grupo exercitado realizaram o protocolo de 
exercício regularmente. As fêmeas consumiram dieta controle durante todo o período, 
incluindo acasalamento, gestação e lactação, e não realizaram exercício físico.  
  Após o nascimento das prole,s iniciamos as nossas análises com enfoque sobre 
diferentes componentes da composição corporal tais como peso ao nascer e evolução do ganho de peso durante 
todo o protocolo experimental, e após a eutanásia verificamos o peso do músculo gastrocnêmio e gordura 
perigonadal. 
  
Teste intraperitoneal de tolerância à glicose (ipGTT) 
 Os camundongos foram mantidos em jejum por 12 h e após a verificação da 
glicemia de jejum com o aparelho Accu-Check Advantage II, foi administrada na cavidade 
peritoneal uma solução de glicose 10% (1,0 g/Kg de peso corpóreo). Os valores de glicemia 
foram verificados nos tempos 15, 30, 60, 90, 120. As áreas sob as curvas de glicose sanguínea 
(ΔG = mM.180min-1) durante o GTT foram calculadas pelo método trapezoidal (Mathews et 
al., 1990) utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).  
 
Insulinêmia durante o teste de tolerância a glicose 
 Durante o GTT fizemos 3 coletas de sangue para posterior análise da 
insulinemia nos tempos 0, 15 e 60. O Sangue foi coletado pela veia caudal e centrifugado a 
2000 g por 15 minutos para separação do plasma que foi utilizado para a dosagem da 
concentração de insulina por Radioimunoensaio. As áreas sob as curvas da insulina 
plasmatica durante o GTT foram calculadas pelo método trapezoidal (Mathews et al., 1990) 
utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).  
 
Teste intraperitoneal de tolerância à insulina (ipITT) 
Os animais foram mantidos em jejum por 4 h e após a verificação da glicemia de 
jejum com o aparelho Accu-Check Advantage II, foi administrado na cavidade peritoneal 1,0 
U/kg de peso corpóreo de insulina regular humana. A glicemia foi verificada nos tempos 4, 8, 
12,16 e 20 minutos. A taxa da constante de decaimento da glicose (kitt) foi calculada usando a 
fórmula 0.693/t1/2. A glicose t1/2 foi calculada usando a análise da queda do quadrado da 
concentração de glicose plasmática durante o decaimento da fase linear. 
 
qPCR 
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O RNA total foi extraído do tecido muscular, (cerca de 20 ug de gastrocnêmio) e 
das ilhotas pancreáticas, (cerca de 300 ilhotas) com o uso do tampão RLT, (Qiagen AllPrep 
DNA/RNA Mini kit #80204) onde os tecidos foram homogeneizados. Em seguida, 
adicionamos 500 ul de etanol 70% no sobrenadante rico em RNA total e homogeneizamos o 
conteúdo do tubo gentilmente com o uso de pipetas de 1 mL. Imediatamente depois, 700 ul 
deste conteúdo foi transferido para a coluna de extração de RNA (Qiagen AllPrep DNA/RNA 
Mini kit #80204) e centrifugdo por 15 s à 8000 x g. 700 ul de tampão RW1 (Qiagen AllPrep 
DNA/RNA Mini kit #80204), foi adicionado a coluna e centrifugado por 15 s a 8000 x g o 
liquido que atravessou a coluna foi descartado e 500 ul de tampão RPE (Qiagen AllPrep 
DNA/RNA Mini kit #80204) foi adicionado à coluna e centrifugado por 15 s à 8000 x g, o 
líquido que atravessou a coluna foi novamente descartado e uma segunda lavagem com o 
tampão RPE foi realizada. Logo após estes procedimentos, a coluna foi transferida para um 
novo tudo de 1,5 mL e 30 ul de H20 livre de RNAses foi adicionado a coluna e centrifugamos 
estes tubos por 1 min à 8000 x g. Uma vez extraído, três microgramas de RNA foram 
submetidos à reação de transcrição reversa para obtenção de cDNA. A reação foi composta 
por primers randômicos específicos, enzima transcriptase reversa, dNTPs e tampão específico, 
mantidos por 10 min à 25°C, 120 min à 37°C, 5 seg à 85°C e para finalizar um resfriamento à 
4°C. A reação de PCR quantitativo foi de um volume final 15 ul, composta por 0,5 ul de 
cDNA, 10 umol/L de cada primer e 7,5 ul de SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems). As condições de ciclagem foram de 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos à 
95°C por 10 seg e 60°C por 45 seg. As curvas de amplificação foram analisadas utilizando-se 
o Sequence Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Os primers foram desenvolvidos e 
testados contra o genoma Mus Musculus (Gene Bank) para permitir a amplificação somente 
dos genes de interesse. Os resultados foram apresentados como % do controle a partir do 
valor de RQ (Relative Quantity), que obedece a formula matemática 2
-(∆∆CT)
. O valor de 
∆∆CT compreende a diferença entre o valor de ciclo da amostra que se inicia do ciclo do gene 
utilizado como controle endógeno e o valor do ciclo da amostra referência em que se inicia a 
fase exponencial da curva de amplificação do gene em análise. 
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Tabela 2: Sequência de primers utilizados  
G
ene Sequência forward  Sequência reverse  
H
-19 
GGAATGTTGAAGGA
CTGAGG 
GTAACCGGGATGAA
TGTCTGG 
I
GF-2 
TCAGTTTGTCTGTTC
GGACC 
CACTCTTCCACGATG
CCAC 
M
EST 
CGTCCTCTCCTTCTC
CAAAAG 
TCTCAGTGGGTCGAG
TATACG 
P
EG-3 
ATGCCGAGTCATACC
AGAATG 
TTGTGTCATGTGAGA
GTGTCG 
N
NAT 
CCCACCTTTACCAAA
ACACG 
CCACAATATTGACCA
CAACTGC 
P
i3Kca 
CAGTATTAAGCCGGA
CCTCATC 
TTTCATTCCCCAGCC
ACTC 
G
LUT4 
ACTTCCACTGAACTC
TTGCC 
CTATTGTGTTCCTTT
GCCCG 
I
NS-r 
GGAAGCTACATCTGA
TTCGAGG 
TGAGTGATGGTGAG
GTTGTG 
M
EF-2 
CCAGATCTCCGCGTT
CTTATC 
CCTCCCATTCCTTGT
CCTG 
P
GC1a 
CACCAAACCCACAG
AAAACA 
GGGTCAGAGGAAGA
GATAAAG 
 
Isolamento de ilhotas pancreáticas e secreção estática de insulina 
Ao final do protocolo experimental os animais foram anestesiados por gás 
monóxido de carbono (CO2) e eutanasiados por decapitação. Após uma incisura abdominal o 
pâncreas foi inflado, com ajuda de uma seringa no ducto pancreático, com 3 mL de solução 
Hanks enriquecida com 0,8 mg/mL de colagenase tipo V (Sigma Aldrich,). O pâncreas foi, 
então, retirado e transferido para um tubo de 15 mL de fundo redondo contendo 5 mL da 
mesma solução, o qual foi mantido em banho a 37ºC por 17 min. Ao final do período de 
incubação no banho o material foi agitado levemente para facilitar a desagregação do tecido 
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do pâncreas exócrino. A digestão do tecido foi interrompida mediante adição de Hanks a 4 ºC. 
O material foi então centrifugado com 10 mL de solução Hanks quatro vezes para a remoção 
da colagenase e enzimas digestivas liberadas durante a incubação. As ilhotas, completamente 
separadas do tecido acinar, foram coletadas uma a uma, por aspiração com o auxílio de pipeta 
Pasteur.  Para avaliar a secreção de insulina, grupos de 5  ilhotas pancreáticas foram pré-
incubadas com 500 μL de solução de Krebs contendo 5,6 mM de glicose por 40 min a 37C. A 
seguir o meio de pré-incubação foi descartado e as ilhotas foram incubadas por 1 hr com 500 
μL de solução Krebs contendo diferentes concentrações de glicose (2,8 e 16,7). Após esse 
período o sobrenadante foi coletado para avaliar os níveis de insulina secretada pelas ilhotas.  
A insulina contida nos meios de incubação (secreção estática) foi mensurada por 
radioimunoensaio. 
 
Análise da metilação do DNA 
Nós utilizamos o método recentemente desenvolvido pelo laboratório do 
Professor Klaus H. Kaestner (Berstein, 2015), o método de duplo PCR para DNA convertido 
por bissulfeto ou (BisPCR
2
). Este método foi validado através da comparação do BisPCR
2
, 
com os métodos tradicionais de pirosequenciamento. O BisPCR
2
, mostrou-se ainda mais 
eficaz que os métodos tradicionais, uma vez que é possível cobrir grandes regiões ricas em 
CpGs e saber exatamente qual ilha foi analisada e em qual amostra através do 
sequenciamento, devido aos códigos de barras inseridos em cada amostra. Detalhamos abaixo 
cada passo da metodologia envolvida com o BisPCR
2
.   
 
Extração do DNA 
O DNA foi extraído com o uso do kit (Qiagen AllPrep DNA/RNA Mini kit 
#80204). Cerca de 300 ilhotas pancreáticas foram homogeneizadas em 350 uL de tampão 
RLT plus (Qiagen AllPrep DNA/RNA Mini kit #80204). Utilizamos pipetas de 1 mL para a 
homogeneização do tecido. O tecido lizado foi centrifugado por 3 min na velocidade de 9000 
x g. O tampão RLT plus (Qiagen AllPrep DNA/RNA Mini kit #80204) permite a separação 
do RNA total, (presente no sobrenadante) e do DNA genômico, (presente no pellet). Assim, 
coletamos o sobrenadante cuidadosamente, para evitar contaminações e seguimos o protocolo 
para a extração do DNA de acordo com as indicações do fabricante (Qiagen #80204). O 
homogenato rico em DNA foi transferido para uma coluna de extração (Qiagen AllPrep 
DNA/RNA Mini kit #80204) e 500 uL do tampão AW1 foi adicionado, em seguida 
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centrifugamos por 15 s à 8000 x g. O líquido que atravessou a barreira da coluna foi 
descartado. Então, 500 uL do tampão AW2 (Qiagen AllPrep DNA/RNA Mini kit #80204), foi 
adicionado na mesma coluna e centrifugamos à 8000 x g por 2 min. A coluna foi transferida 
para um novo tubo de 1,5 mL e adicionamos 100 uL de tampão EB (Qiagen AllPrep 
DNA/RNA Mini kit #80204), diretamente na coluna. Encubamos a coluna com o tampão EB 
por 1 min em temperatura ambiente, centrifugamos o tubos por mais 1 min a 8000 x g e 
coletamos o DNA no fluido que atravessou a coluna. 
 
Tratamento do DNA genômico com bissulfeto (bcDNA) para análise da 
metilação do DNA 
O DNA foi diluído em H20 até obter a concentração de 5 ng em 40 uL de solução, 
em seguida 85 uL de Bissulfeto mix (Qiagen #59104) e 15 uL de tampão protetor de DNA foi 
adicionado. Os tubos contendo o DNA com bissulfeto foram submetidos a ciclos com 
diferentes temperaturas no termo ciclador com 5 min a 95°C para a fase de denaturação, 25 
min a 60°C para a fase de incubação, 5 min à 95°C para a fase de denaturação, 85 min à 60°C 
para a fasde de incubação, 5 min à 95°C para a fase de denaturação, 175 min à 60°C para a 
fase de incubação e 20°C ∞. 
 
BisPCR
2 
PCR#1  
10 ng de bcDNA  foi amplificado através de reação de PCR, utilizando se 12,5uL 
de Pyromark PCR Master Mix, 2x (Pyromark PCR Kit Qiagen), 2,5 uL de Corall Load 
Concentrate, 10x, 0,2 uM de primer forward e 0,2 uM de primer reverse. Overhangs ou pontas 
com sequencias conhecidas foram adicionadas aos primers, a saber, 5’ – 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT – 3’  nos primers forward e 5’ – 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT – 3’ nos primers reverse. O objetivo 
da inserção de pontas conhecidas em cada primer é que estas pontas vão servir como “braços” 
de nucleotídeos para a inserção do “código de barras” que será inserido no PCR#2. O termo-
ciclador foi programado da seguinte maneira: para a fase inicial ou fase de ativação 
mantivemos 15 min a 95°C (este estágio é necessário para a ativação da HotStartTaq DNA 
polimerase), para a fase de denaturação com 30 s à 94°C, para a fase de anelamento 
utilizamos ciclos de 30 s à 56°C, para a fase de extensão utilizamos 30 s à 72°C com 45 ciclos 
e mais 10 min à 72°C para a extensão final. 
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Purificação dos produtos amplificados durante o PCR#1  
A purificação do material amplificado se faz necessária para excluir pequenos 
fragmentos de bases nitrogenadas inespecíficas que por ventura, possam estar presentes nas 
amostras após a termociclagem. Para tal, usamos o kit de purificação Epitect Bissulfite 
Qiagen. Os tubos contendo o bcDNA, foram centrifugados à 5000 x g por 1 min. 560 uL de 
tampão BL Epitect Bissulfite Qiagen foi adicionado e misturado cuidadosamente com pipeta 
de 1 mL. Todo o conteúdo dos tubos foram transferidos para colunas de purificação Epitect 
Bissulfite Qiagen e centrifugado a 12000 x g, o líquido que atravessou a membrana da coluna 
foi descartado. 500 uL de tampão BW Epitect Bissulfite Qiagen foi adicionado e centrifugado 
à 12000 x g por 1 min. 500 uL de tampão BD Epitect Bissulfite Qiagen foi adicionado e 
incubado por 15 min em temperatura ambiente. As colunas foram centrifugadas a 12000 x g 
por 1 min, o líquido que atravessou a membrana nas colunas foram descartados. 500 uL de 
tampão BW foi adicionado e centrifugado a 12000 x g por 1 min, o líquido que atravessou a 
membrana das colunas foram descartados. Este último passo foi realizado duas vezes para 
garantir a limpeza das colunas. As colunas foram então, transferidas pra tubos de 2 mL e 
centrifugadas por 2 min na velocidade máxima da centrífuga para garantir que nenhum 
líquido residual permanecesse alojado nas colunas. As colunas foram incubadas a 56°C por 5 
min em banho seco com as tampas abertas para a secagem das colunas. As colunas foram 
transferidas para novos tubos de 1,5 mL e 20ul de tampão EB Epitect Bissulfite Qiagen e 
centrifugado por 1 min a 12000 x g. 
PCR#2  
Utilizamos o Kit Pyromark PCR Qiagen para o PCR#2, o objetivo deste PCR é 
adicionar os “códigos de barras” para a identificação de cada amostra pelo sequenciador 
Ilummina.  A sequência de cada código de barra é provida abaixo na tabela 1. 1 ng do pool de 
PCR#1 foi amplificado com 12,5 uL de Pyromark PCR Master Mix, 2x (Pyromark PCR Kit 
Qiagen), 2,5 uL de Corall Load Concentrate, 10x, 0,2 uM de primer forward com a sequência 
de código de barras especifico e 0,2 uM de primer reverse com a sequência do código de 
barra específico. Neste caso as condições do termociclador foram modificadas para garantir a 
amplificação de produtos com diferentes tamanhos, a saber: 95°C por 15 min, 10 ciclos de 
94°C por 30 s, ciclos de 30 s com a temperatura em queda de 68°C para 56°C e 5 ciclos nas 
temperaturas 72°C por 1 min e 72°C por 10 min.  
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Tabela 3: Sequência de primers para bcDNA da região promotora do gene HNF4-
A 
 
S
equência 
Foward 
 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTT
TAGGGGGAGATAGAGAGGCAAT 
 
S
equência 
Reverse 
 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTT
TAGACCACCCTAATCATGAAAT 
 
 
Em vermelho destacamos os overhangs, em azul sequência para o bcDNA. 
 
Purificação dos produtos amplificados durante o PCR#2  
Para a purificação dos produtos obtidos através do PCR#2, utilizamos beads 
magnéticas do kit de purificação Agencourt AMPure XP PCR Purification Beckman Coulter 
Inc. Primeiramente homogeneizamos as beads por 1 min em temperatura ambiente, 50 ng do 
produto proveniente do PCR#2 foi normalizado para 100 uL de solução, diluído em tampão 
EB (Qiagen allPREP mini kit) em tubos de 1,5 mL. 80 uL de beads foram adicionados aos 
100 uL de produto do PCR#2, homogeneizamos a mistura por 20 s com pipeta de 100 uL, a 
solução foi incubada por 5 min em temperatura ambiente. Os tubos foram fixados em racks 
magnéticas (Bio-rad) por 5 min. O sobrenadante foi descartado e os tubos com as beads foram 
lavados com solução de etanol a 85%. O etanol foi descartado e as beads incubadas por 10 
min em temperatura ambiente. 32 uL de tampão EB (Qiagen allPREP mini kit) foi 
adicionado. Os tubos foram recolocados na rack magnética por 5 min.. O sobrenadante 
contendo as bibliotecas gênicas foi retirado e armazenado em freezer -20ºC. Após a 
purificação corremos as amostras em gel de agarose (2%) para a confirmação da adição dos 
códigos de barras e para validação da purificação. 
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Gel de agarose 2% após PCR#2, (amostras provenientes de ilhota pancreáticas de 
prole constituída por Camundongos machos). Pool de amostras com as bibliotecas geradas a 
partir do PCR#1 com overhangs mais os códigos de barras acrescentados no PCR#2. A 
sequência da esquerda para direita: H1, H2, H3, H4, H5, TH1, TH2, TH3, TH4, TH5 e 
controle negativo. Após a confirmação da construção das bibliotecas gênicas bem como da 
purificação deste material, as amostras foram enviadas para o laboratório de genética e 
metabolismo da faculdade de medicina da Universidade da Pensilvânia, para o 
sequenciamento em equipamento ilumina 
(http://www.illumina.com/techniques/sequencing/rna-sequencing.html).  
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4.4 Resultados 
 
Verificamos que a prole oriunda de progenitores machos TH apresentaram menor 
peso ao nascer em relação ao grupo H (fig.1A). Após o desmame (21 dias), não observamos 
mais o efeito da dieta gordurosa sobre o peso corporal, que se manteve até o final do 
protocolo experimental (fig.1B).  Da mesma forma, não observamos diferenças entre os 
grupos no peso da gordura perigonadal (fig.1C) e do músculo gastrocnêmio (fig.1D) após a 
eutanásia.  
 
 
Figura 1. Peso corporal ao nascer (A), massa corporal (B), peso da gordura 
perigonadal (C) e peso do músculo gastrocnêmio (D) em camundongos descendentes de 
progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos treinados (HT). 
n=6-8. * Indica diferença estatística entre os grupos H e TH, p≤ 0,05. Análise estatística teste 
T de Student. 
 
Surpreendentemente, quando avaliamos a tolerância à glicose observamos que o 
treinamento paternal induziu uma potencialização dos efeitos deletérios da dieta sobre este 
parâmetro, uma vez que os animais do grupo TH apresentaram maior intolerância à glicose 
que seu respectivo controle H (fig. 2A e 2B).  
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Figura 2. Teste de tolerância a glicose em camundongos descendentes de 
progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos treinados (HT). 
Valores totais de glicemia após aplicação ip de 1mg/kg glicose (A) e área abaixo da curva da 
glicemia total durante o GTT (B). n=6-8. * Indica diferença estatística entre os grupos H e 
TH, p≤ 0,05. Análise estatística teste T de Student. 
 
O controle da homeostase da insulina é o principal fator atuante sobre a tolerância 
à glicose. Assim, nós aprofundamos nosso estudo com o intuito de esclarecer se o prejuízo da 
tolerância à glicose observado nos animais TH foram dependentes do aumento da resistência à 
insulina ou da redução da secreção do hormônio. Para tal, realizamos o teste de tolerância à 
insulina e observamos que o treinamento paternal também potencializou os efeitos deletérios 
da dieta rica em gordura sobre este parâmetro, uma vez que os animais do grupo TH exibiram 
resistência à insulina em relação ao grupo controle H (fig. 3A
 
e 3B).  
 
 
Figura 3. Teste de tolerância à insulina em camundongos descendentes de 
progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos treinados (HT).  
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Taxa de decaimento da glicose sanguínea após aplicação ip de 1U/kg insulina (A). Taxa de 
decaimento da glicemia durante o ITT (B). n=6-8. * Indica diferença estatística entre os 
grupos H e TH, p≤ 0,05. Análise estatística teste T de Student. 
 
 A resistência à insulina nos tecidos periféricos de camundongos selvagens, 
comumente dispara o aumento da produção e secreção de insulina pelas células beta 
pancreáticas a fim de compensar a resistência vigente. A incapacidade das ilhotas pancreáticas 
secretarem insulina em uma quantidade adequada para suprir a demanda imposta pela 
resistência à insulina pode LEVAR à uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento do 
DM2. Diante do exposto, nós avaliamos a secreção estática de insulina por ilhotas isoladas ex 
vivo e observamos que os animais do grupo TH também apresentaram redução da secreção de 
insulina em altas concentrações de glicose (fig. 4), apesar da menor ação da insulina nos 
tecidos periféricos.  
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Figura 4. Secreção de insulina em ilhotas isoladas de camundongos descendentes 
de progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos treinados 
(HT). Grupo de 5 ilhotas foram incubadas em diferentes concentrações de glicose, como 
indicado no gráfico. A quantificação da insulina foi realizada pelo método do 
radioimunoensaio. n=6-8. * Indica diferença estatística entre os grupos H e TH, p≤ 0,05. 
Análise estatística teste T de Student. 
 
A secreção de insulina depende de uma série de interações metabólicas que, 
quando ativadas principalmente por glicose, resultam em alterações eletrofisiológicas. Estas 
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alterações como fechamento dos canais de potássio dependente de ATP e abertura dos canais 
de cálcio voltagem dependentes são essenciais no processo secretório. Assim sendo, 
decidimos analisar a concentração do cálcio citoplasmático nas ilhotas em nosso modelo 
experimental, afim de investigar o mecanismo relacionado com a baixa secreção de insulina 
do grupo TH (fig. 5). Quando estimuladas com glicose, ilhotas pancreáticas de camundongos 
TH (fig. 5B) apresentam uma redução no influxo de cálcio citoplasmático comparado ao 
grupo H (Fig. 5A). Apesar de nenhuma alteração ser observada na amplitude (fig. 5D) ou 
oscilações (fig. 5E) de cálcio, a redução no influxo por si já prejudica o processo secretório. 
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Figura 5. Influxo citoplasmático de Cálcio em ilhotas pancreáticas isoladas de 
camundongos descendentes de progenitores machos sedentários (H) e descendentes de 
progenitores machos treinados (HT). Traços representativos do influxo de cálcio em baixa e 
alta concentração de glicose, em camundongos H (A) e HT (B). Área abaixo da curva da 
concentração total de cálcio citoplasmático (C), amplitude (D) e oscilações (E) de cálcio  em 
resposta a concentrações estimulatórias de glicose. n=5. * Indica diferença estatística entre os 
grupos H e TH, p≤ 0,05. Análise estatística teste T de Student. 
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Na tentativa de identificar um possível candidato molecular que está associado ao 
fenótipo observado de resistência à insulina observada na prole de progenitores machos 
treinados, nós avaliamos a expressão de diversos imprinted genes que apresentam efeito sobre 
a sensibilidade muscular à insulina, tais como H-19, (fig. 6A) IGF-2, (fig. 6B) MEST, (fig. 
6C) PEG-3, (fig. 6D) e NNAT (fig.6E). Contudo, os imprinted genes avaliados não tiveram 
sua expressão alterada em músculo esquelético de prole  alimentadas com dieta rica em 
gordura. Assim, nós acrescentamos em nossas análises genes relacionados com a via de 
sinalização da insulina, tais como: Pi3Kca (fig.6F), GLUT-4 (fig.6G) e INSr (fig.6H). Destes, 
observamos um aumento apenas na expressão do gene GLUT-4 no grupo HT em comparação 
ao grupo H. E também avaliamos alguns genes que tem a sua expressão modulada pelo 
exercício físico, tais como: MEF2-a (fig.6H) e gene envolvido com a biogênese mitocondrial 
PGC1-a
 
(fig. 6I). Entretanto, estes também não apresentaram diferença estatística. 
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Figura 6. Expressão gênica em musculo esquelético de camundongos 
descendentes de progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos 
treinados (HT). Foram analisados os genes H-19 (A), IGF-2 (B), MEST (C), PEG-3 (D), 
NNAT (E), Pi3Kca (F), GLUT-4 (G), INSr (H), MEF-2a (I) e PGC-1a (J). n=6-8. * Indica 
diferença estatística entre os grupos H e TH, p≤ 0,05. Análise estatística teste T de Student. 
Em seguida, nós avaliamos a expressão gênica das ilhotas pancreáticas em busca 
de um possível candidato molecular que pudesse estar associado com o fenótipo apresentado 
pela prole alimentada com dieta rica em gordura e descendente de progenitores machos 
treinados. Para tal, nós avaliamos a expressão dos genes que codificam a insulina nas células 
beta INS-1 (fig.7A) e INS-2 (fig.7B), assim como a expressão gênica dos imprinted genes H-
19 (fig.7C) e IGF-2 (fig.7D) e do co-ativador de transcrição regulador da biogenese 
mitocondrial PGC1-a (fig.7E). Entretanto, nenhum destes genes apresentou diferenças entre 
os grupos H e TH. Porém, quando analisamos a expressão do gene responsável pela 
proliferação das células beta pancreáticas induzida pela resistência à insulina, o fator de 
transcrição HNF4α, nós observamos que os animais no grupo TH apresentaram menor 
expressão deste gene em relação ao grupo H (fig. 7F). 
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Figura 7. Expressão gênica em ilhotas pancreáticas de camundongos 
descendentes de progenitores machos sedentários (H) e descendentes de progenitores machos 
treinados (HT). Foram analisados os genes INS-1 (A), INS-2(B), H-19 (C), IGF-2 (D), PGC1-
a (E) e HNF4-a (F). n=5. * Indica diferença estatística entre os grupos H e TH, p≤ 0,05. 
Análise estatística teste T de Student. 
 Na tentativa de explorar o mecanismo pelo qual o treinamento paternal induz a 
redução da expressão gênica do fator de transcrição HNF4α, nós avaliamos a metilação do 
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DNA na região promotora do referido gene e observamos que 2 ilhas CpGs, entre as 5 ilhas 
analisadas, foram hipermetiladas no grupo TH (fig. 8). 
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Figura 8. Nível de metilação de locus específicos. Ilhas CpGs situadas na região 
promotora do gene HNF4α. bcDNA proveniente de Ilhotas pancreáticas de camundongos 
machos alimentados com dieta rica em gordura, descendentes de progenitores machos 
sedentários (H) e descendentes de progenitores machos treinados (TH). n=5 * significa 
diferença estatística entre os grupos p < 0,05 Teste T de Student. 
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4.3 Discussão 
 
A prática do exercício físico é recomendada no contexto profilático e terapêutico 
no âmbito das doenças metabólicas, cardiovasculares, câncer, entre outras (Tuomilehto et al., 
2001; Saaristo et al., 2010; Cornelis e Hu, 2012). Recentemente a repercussão do treinamento 
físico de progenitores sobre a homeostase metabólica da prole tem se intensificado. 
Entretanto, nenhum estudo explorou os possíveis efeitos do treinamento paternal sobre a 
função das ilhotas pancreáticas (Guth et al., 2013; Mcpherson et al., 2015; Murashov et al., 
2016). 
Neste estudo nós observamos que o treinamento paternal induziu redução do peso 
ao nascer, porém não exerceu impacto sobre o crescimento após o desmame, apesar do 
consumo de dieta rica em gordura. Surpreendentemente, os descendentes de pais treinados 
apresentaram uma potencialização dos efeitos deletérios da dieta gordurosa sobre o controle 
glicêmico, pois exibiram piores índices na tolerância à glicose, sensibilidade e secreção de 
insulina.  
A incapacidade das ilhotas pancreáticas em compensar a resistência à insulina, 
secretando altas concentrações deste hormônio, está associado entre outros fatores a redução 
no influxo se cálcio observado em ilhotas isoladas de camundongos HT. De fato, nós 
verificamos que as proles oriundas de progenitores treinados apresentaram prejuízo na 
secreção de insulina por ilhotas isoladas expostas a altas concentrações de glicose. 
  Os efeitos funcionais do treinamento paternal sobre as ilhotas pancreáticas 
podem ser explicados também, pelo menos em parte, pela redução da expressão do fator de 
transcrição HNF4α, que provavelmente ocorreu devido ao aumento da metilação do DNA na 
região promotora do referido gene. 
Nossos dados estão em acordo com estudos anteriores onde foi demonstrado que 
descendentes de pais treinados desenvolvem intolerância à glicose e resistência à insulina 
(Guth et al., 2013)(Murashov et al., 2016). Porém, nestes estudos eles observaram o quadro 
de hiperinsulinêmia associado. Estes efeitos deletérios do treinamento paternal sobre a prole 
foram associados com a redução da taxa metabólica basal, que por sua vez, induziu aumento 
do peso corporal devido aumento da massa do tecido adiposo (Murashov et al., 2016).  
Apesar dos achados conflitantes no que tange os efeitos do treinamento paternal sobre a 
insulinemia da prole, nosso estudo é pioneiro no aprofundamento dos possíveis efeitos 
hereditários do exercício físico sobre a função das ilhotas pancreáticas. 
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O HNF4α é uma importante proteína para a manutenção da homeostase das 
células beta pancreáticas. Ele é um fator de transcrição que controla a expressão de genes 
relacionados com o metabolismo da glicose e genes que coordenam a massa da célula beta, 
bem como os mecanismos de secreção de insulina (Wang et al., 2000). Animas knockout para 
o HNF4α em células beta são intolerantes à glicose e não apresentam disfunção na 
sensibilidade da insulina. Além disso, ilhotas isoladas de animais knockout para o HNF4α em 
células beta apresentam incapacidade de compensar a resistência à insulina com o aumento de 
massa das células beta do pâncreas e secreção de insulina estimulada por glicose, devido à 
redução de diversos genes envolvidos no processo secretório, entre eles a subunidade Kir6.2 
do canal de potássio sensíveis a ATP (K-ATP) culminando com menor influxo de Ca
2+
 
(Gupta et al., 2005; Gupta et al., 2007) 
Neste estudo foi possível estabelecer semelhanças entre o fenótipo das ilhotas 
pancreáticas dos animais obesos descendentes de progenitores machos treinados com os 
animais que apresentam deleção específica do HNF4α na célula beta, pois, ambos apresentam 
incapacidade de suprir a demanda de secreção de insulina imposta pela resistência à ação do 
hormônio pelos tecidos periféricos, em conjunto com a redução do influxo de Ca
2+ 
citoplasmático.  
Indivíduos suscetíveis à desenvolverem um tipo especial de diabetes do tipo 2, ou 
Maturuty-Onset Diabetes of the Young (MODY), que é caracterizado por uma transmissão 
genética autossômica, resultado de uma mutação de ao menos 6 diferentes genes, entre eles no 
HNF4α, responsável pelo MODY1 apresentam problemas na secreção de insulina induzida 
por glicose que é geralmente instalado antes dos 25 anos de idade (Gupta et al., 2005; Gupta 
et al., 2007). 
Entretanto, os mecanismos genéticos responsáveis pelo surgimento do DM2 
apresentam pequena participação para a epidemia presente hoje no mundo o que indica que os 
fatores ambientais são preponderantes para a alteração da susceptibilidade do 
desenvolvimento de doenças metabólicas (Cornelis e Hu, 2012). Nós observamos que o 
treinamento paternal alterou o padrão da expressão gênica das ilhotas pancreáticas da prole 
obesa, provavelmente devido ao aumento da metilação do DNA na região promotora do 
HNF4α. 
Em conclusão, nossos achados acrescentam novos paradigmas à temática, e nos 
permitem sugerir que a exposição de progenitores a agentes estressores presentes no 
ambiente, no nosso caso, exercício físico, podem contribuir para o aumento da 
susceptibilidade ao desenvolvimento do DM2 em prole sedentária alimentada com dieta rica 
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em gordura. Estas alterações foram associadas a modificações da expressão gênica, 
provavelmente em resposta às alterações epigenéticas das ilhotas pancreáticas. 
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5. Considerações Finais 
 
A comparação dos dois artigos aqui apresentados levanta uma questão paradoxal e 
intrigante: Como seria possível o treinamento paternal induzir efeitos benéficos no controle 
glicêmico da prole alimentada com dieta controle e de maneira antagônica, na prole 
alimentada com dieta gordurosa, potencializar os efeitos deletérios desta dieta sobre a 
sensibilidade e secreção da insulina? 
Nós acreditamos que esta discrepância na homeostase glicêmica, dependente do 
tipo de dieta consumida pela prole, possa ser explicada pelo em menos em parte pelo 
fenômeno descrito recentemente como beta oxidação incompleta dos ácidos graxos.  
A beta oxidação incompleta dos ácidos graxos pode ser induzida pelo aumento da 
entrada de ácidos graxos nas mitocôndrias, através do aumento da biogênese mitocondrial 
e/ou da disponibilidade de substratos lipídicos (Koves et al., 2008; Keung et al., 2013). 
Segundo estes autores (Koves et al., 2008; Keung et al., 2013) o aumento da disponibilidade 
de ácidos graxos na mitocôndria pode sobrecarregar a organela, impedindo a mesma de oxidar 
este substrato completamente, o que pode induzir o acumulo de intermediários lipídicos 
danosos para a função mitocondrial e cascata da via da insulina. Além disso, o aumento da 
capacidade mitocondrial e/ou da oferta de ácidos graxos, pode favorecer a preferência do 
músculo esquelético pela oxidação de lipídios em detrimento da glicose, induzindo dessa 
forma, redução da flexibilidade metabólica. 
Aqui também nos debruçamos com uma outra situação paradoxal, uma vez que, 
está bem estabelecido na literatura especializada que a melhora da capacidade mitocondrial é 
um dos mecanismos responsáveis pela melhora do controle glicêmico induzido por exercício 
físico. Entretanto, estudos recentes têm apontado que o aumento da capacidade mitocondrial 
em animais sedentários pode sim resultar em prejuízo da homeostase glicêmica, dependendo 
da dieta consumida.  
Camundongos transgênicos sedentários que superexpressavam o co-ativador 
mitocondrial PGC-1a, melhoraram o controle glicêmico quando alimentados com dieta 
controle (Wenz et al., 2009; Summermatter, Santos, et al., 2013). De maneira oposta, estes 
animais apresentaram aumento da beta-oxidação incompleta, avaliada pelo acúmulo de 
acilcarnitinas no plasma, que foi associada à potencialização da resistência à insulina induzida 
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pela exposição à dieta rica em gordura (Summermatter, Shui, et al., 2013).  
Embora nós não observamos o aumento da expressão gênica e proteica do PGC-
1α em nosso modelo experimental, em outro estudo do nosso grupo verificamos aumento da 
função mitocondrial do músculo esquelético da prole proveniente de progenitores treinados, 
associada à redução do inibidor da biogênese mitocondrial nCOR (Freitas, 2016 trabalho do 
nosso grupo submetido à Cell Reports). Este dado fortalece nossa hipótese do envolvimento 
dos mecanismos de beta oxidação em nosso modelo experimental, uma vez que o fenótipo da 
prole observada em nossos estudos se assemelha em vários aspectos com os animais 
sedentários que superexpressam PGC1-a especificamente no músculo esquelético 
(Summermatter, Shui, et al., 2013; Wong et al., 2015). 
Em conclusão, nossos achados, indicam que o treinamento paternal altera a 
susceptibilidade para o desenvolvimento de doenças relacionas com o distúrbio do controle 
glicêmico de maneira positiva ou negativa dependendo do ambiente nutricional em que a 
prole for exposta.  E nos permite sugerir que a orientação de possíveis modificações do estilo 
de vida do indivíduo deve considerar o histórico de vida pregressa dos progenitores. 
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